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SIMGE VE KISALTMALAR

CYP  : Sitokrom P450

HO-1 : Hem oksijenaz 1

HSP70 : Is1 sok proteini 70

MTT : 3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium bromiir
NRF2 : Niikleer faktor eritroid 2-iligkili faktor 2



GIRIS VE AMAC

Akrilamid, endiistride poliakrilamid sentezinde, atik su aritimi, kagit, plastik ve
kozmetik endiistrilerinde ve ayrica laboratuvarlarda kullanilan bir kimyasaldir (1). Ayni
zamanda akrilamid Maillard reaksiyonu ile 120 °C iizerindeki sicakliklarda gidalarda
cogunlukla serbest asparajin ile karbonhidratlardaki indirgen sekerler arasindaki reaksiyon
sonucu da olusur (2). Akrilamidin sitotoksik, genotoksik ve kanserojen etkileri oldugu
bildirilmistir. Viicuda alinan akrilamidin biiyiik bir kisimi karacigerde glutatyon ile konjuge
edilerek sitokrom P450 (CYP) ile metabolize olur (3). Akrilamid metabolize edilirken
hiicresel glutatyon depolarinin tiikenmesine ve reaktif oksijen tiirlerinin artisina neden olur
(4).

Oksidatif stres, oksidanlar ile antioksidanlar arasindaki dengenin oksidanlar lehine
bozulmast sonucu olusur (5). Oksidatif stres sonucunda olusan serbest radikaller
makromolekiillerde modifikasyonlara sebep olarak, yap1 ve fonksiyonlarinda bozukluklara yol
acar. Bu modifikasyonlardan protein karbonilasyonu geri doniisiimsiiz ve non-enzimatik
olarak olusan bir protein oksidasyonu ve oksidatif stres belirtecidir (6). Hem oksijenaz 1 (HO-
1) Hem molekiiliiniin karbonmonoksit, biliverdin ve demire indirgenmesinde rol oynayan,
indiiklenebilir, antioksidan bir enzimdir. Artan HO-1 aktivitesinin karaciger hasarinda
hepatositleri serbest radikallerden koruyabilecegi gosterilmistir (7). Oksidatif stres gibi
hiicresel streslere yanit olarak hiicrede 1s1 sok proteini 70 (HSP70) gibi 1s1 sok proteinlerinin
ekspresyonu artabilir. HSP70, ayn1 zamanda hiicre i¢i protein homeostazinin saglanmasinda

da 6nemli rol oynar (8).



Karanfil yaginda bulunan §jenoliin, antibakteriyel, antifungal, antioksidan, analjezik,
ve antipiretik etkileri oldugu bilinmektedir (9). Ojenoliin hepatotoksisite iizerine de faydal
etkilerinin oldugu gosterilmistir (10). HepG2 hiicreleri insan kaynakli hepatoma hiicreleridir.
Sinirsiz Omiirleri ve karaciger parankim hiicrelerinin 6zel islevlerini korudugu i¢in karaciger
metabolizmasi, ilag toksisitesi, ¢evresel ve diyete bagl sitotoksik, genotoksik ve sitoprotektif
ajanlarin tespitinde siklikla tercih edilen bir hiicre hattidir (11). HepG2 hiicreleri karacigerde
akrilamid toksisitesinin hiicresel diizeyde arastirildigi ¢alismalarda siklikla kullanilmistir
(4,12-14). Literatiirde 6jenoliin akrilamid toksisitesi lizerine etkisini arastiran bir ¢alismaya
rastlamadik. Bu ¢alismanin amaci, akrilamid uygulanan HepG2 hiicrelerinde &jenoliin hiicre
canlilifina, oksidatif strese ve 1s1 sok protein yanitina etkisini aragtirmaktir. Bu ¢aligma ile
akrilamide bagl karaciger hasarinda jenoliin etkisi ilk kez, HepG2 hiicrelerinde olusturulan

akrilamid toksisitesi modeli kullanilarak gosterilmistir.



GENEL BIiLGILER

AKRILAMID

Akrilamid (akrilik asit amid; 2-propenamid) kristal yapili, beyaz, kokusuz bir bilesik
olup su, etanol, eter ve kloroform gibi ¢oziiciilerle ¢oziinebilir (15). Akrilamid ve polimerleri
atik su aritimi, kagit ve tekstil endiistrileri ve laboratuvarda elektroforezde destek ortaminin
olusturulmasi gibi birgok farkli alanda kullanilmaktadir (1). Endiistri disinda ¢ogunlukla 1s1
kaynakli islem sirasinda Maillard reaksiyonuyla da akrilamid olusabilir (16). Maillard
reaksiyonu, karamelizasyon gibi non-enzimatik bir esmerlesme reaksiyonudur. Bu
reaksiyonda gidalarin 120°C iizerindeki sicakliklara maruziyeti ile indirgen sekerlerin
karbonil grubu ile ozellikle asparajin olmak {izere aminoasitlerin amino grubu arasindaki
kondenzasyon ile akrilamid olugmaktadir (17). Gidalarin kizartma, kavurma ve firinlama
sirasinda diisiik nem ve yiiksek sicaklik kosullarinda Maillard reaksiyonu olusabilmektedir.
Gidalarda olusan akrilamid oranim1 temel olarak asparajin basta olmak {iizere serbest
aminoasitler igerigi, indirgen seker igerigi, pisirme 1sis1, pisirme siiresi ve ortamdaki nem
belirlemektedir (18).

Viicuda alinan akrilamid, CYP enzimi ile esas olarak karacigerde metabolize
edilmektedir. Akrilamidin biiyiik bir kismi direkt olarak glutatyon ile konjuge olmakta, bir
miktar akrilamid ise CYP oksidaz sisteminin alt iiyelerinden biri olan CYP 2EL1 ile toksik bir
metabolit olan glisidamide doniismekte ve ardindan glutatyon ile konjuge olmaktadir.
Akrilamid metabolizmasinin son iiriinleri idrarla viicuttan uzaklastirilmaktadir (3). Akrilamid,
hiicre i¢inde glutatyonun tiikenmesine ve reaktif oksijen tiirlerinin artisina yol agar. Oksidatif

stresin artmasi ile hiicrede DNA'nin, proteinlerin ve lipitlerin oksidasyonu yoluyla sitotoksik
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etkilere ve bunlarin sonucunda akrilamide bagli hiicre 6liimii veya kanserlesmesi olabilecegi
bildirilmektedir (19). Akrilamide uzun siireli maruz kalma sonucunda artan oksidatif stresin
norodejenerasyona, nefrotoksisiteye, reprodiikif sistem hiicrelerinde toksisiteye ve
immiinotoksisiteye neden oldugu gosterilmistir (20-22).

Literatiirde akrilamidin karacigerde metabolize olurken glutatyonla konjuge olarak
hiicre ici redoks dengesini degistirdigi ve karacigerde toksisiteye neden oldugu gosterilmistir
(23,24). Siganlar tizerinde yapilan baska bir ¢alismada ise 28 giin siireyle 15 mg/ kg dozunda
akrilamid verildiginde karaciger dokusunda hiicre dejenerasyonu ve kupffer hiicre ¢cogalmasi
goriildiigii bildirilmistir (25). Ayni1 zamanda insanlarda akrilamid zehirlenmesinin karacigeri

etkiledigi bildirilmistir (26).

HEPG2 HUCRE HATTI

HepG2 hiicre hatt1, hepatoselliiler karsinomu olan 15 yasindaki bir erkegin karaciger
biyopsisinden izole edilmistir. Hiicreler epitelyal morfolojiye sahiptir ve alblimin, transferrin,
plazminojen gibi ¢esitli ana plazma proteinlerini salgilamaktadir (27). Sinirsiz 6miirleri ve
karaciger parankim hiicrelerinin 06zel islevlerini korumasi nedeniyle i¢in karaciger
metabolizmasi, ilag toksisitesi, ¢evresel ve diyete bagl sitotoksik, genotoksik ve sitoprotektif
ajanlarin tespitinde siklikla tercih edilen bir hiicre hattidir (11).

Literatiirde karacigerde akrilamid toksisitesinin hiicresel diizeyde arastirildigi
caligmalarda da siklikla HepG2 hiicreleri kullanilmistir (4,12-14). 10 mM akrilamidin HepG2
hiicrelerinde sitotoksiteye ve protein yikim yollarinda bozulmaya (13), DNA hasarina (4),
reaktif oksijen tiirlerinde artis ve glutatyon diizeylerinde azalma ile iliskili genotoksisiteye

(14) yol agtig1 gosterilmistir.

OKSIDATIF STRES VE PROTEIN OKSIDASYONU

Oksidatif stres, oksidanlar ile antioksidanlar arasindaki dengenin oksidanlar lehine
bozulmasidir. Normal fizyolojik kosullar altinda hiicreler, oksidatif stres seviyesini kontrol
eden oksidan ve antioksidan ajanlar arasindaki dengeyi koruyan 6zel molekiiler stratejilerle
donatilmistir (28).

Reaktif oksijen tiirleri ve reaktif azot tiirleri dahil olmak {izere serbest radikaller
hiicrelerdeki ¢esitli oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarinin ortak metabolik triinleridir.
Hiicrelerde, asir1 serbest radikallerin neden oldugu oksidatif stresi hafifletmek i¢in ¢esitli

savunma mekanizmalar1 kullanilir. Enzimatik savunma sistemi, siiperoksit dismutaz, katalaz,



glutatyon rediiktaz ve glutatyon peroksidaz gibi gesitli antioksidan enzimleri igerir. Enzimatik
olmayan diger savunmalar hiicreleri oksidatif strese karsi koruyan antioksidan bilesiklerdir ve
C vitamini, E vitamini, glutatyon, cesitli karotenoidler ve flavonoidler gibi molekiiller
enzimatik olmayan antioksidanlara ornektir (29,30). Oksidatif stres; diyabet, kanser,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve karacigerin enflamatuar, metabolik ve proliferatif hastaliklar
gibi ¢esitli hastaliklarin ortaya ¢ikmasi ve gelismesi ile yakindan iligkilidir (31).

Hiicre i¢inde reaktif oksijen tiirlerinin artmasi proteinler de dahil olmak iizere
makromolekiiler hasar, hiicresel apoptoz ve nekroz ile sonuglanabilir. Protein oksidasyonu,
proteinlerin reaktif oksijen tirleri veya oksidatif stres friinleri ile kovalent olarak
modifikasyonu sonucunda meydana gelmektedir (32). Protein karbonilasyonu, direkt olarak
oksidatif stres veya indirekt olarak oksidatif strese bagli olusan tirtinler araciligiyla olabilir.
Reaktif oksijen tiirlerinin direkt etkisi veya Ozellikle arginin, prolin, lizin ve treonin
aminoasitlerin metal katalizli oksidasyonu, esas protein karbonilasyonu olusum
mekanizmalaridir. Karbonhidrat ve lipidlerin oksidasyonu ile olusan iirlinler proteinlerdeki
lizin, sistein ve histidin kalintilarim1 modifiye ederek dolayli olarak karbonilasyona neden
olabilir (33). Proteinlerin karbonillenmesi non-enzimatik geri doniisiimsiiz bir hasardir ve
siklikla protein fonksiyon kaybina yol agar ve bu durum ciddi oksidatif hasarin ve hastalik

kaynakl1 protein fonksiyon bozuklugunun yaygin bir gostergesi olarak kabul edilir (34).

HEM OKSIJENAZ-1

Hem oksijenaz enzim sistemi hemen hemen tiim okaryotlarda bulunmaktadir. Hem
oksijenaz, hem molekiiliiniin karbon monoksit, serbest demir ve biliverdine yikilimini kataliz
eden, hem metabolizmasinda hiz smirlayici mikrozomal bir enzimdir (35). Memelilerde HO-
1, hem oksijenaz 2 ve hem oksijenaz 3 olmak iizere li¢ hem oksijenaz izoformu
tanimlanmistir. Bunlar dokuya 06zgii gen ekspresyonu ig¢in farkli kaliplara sahiptir.
Karacigerde HO-1 ve hem oksijenaz 2 ckspresyonu gergeklesmektedir. HO-1 normalde
memeli dokusunda ¢ok diisiik seviyelerde bulunan formdur, indiiklenebilir ve dalak ve
karacigerde yiiksek oranda eksprese edilir (36). Substrat hem molekiiliine ek olarak, genis bir
uyaran spektrumu HO-1 ekspresyonunu indiikleyebilir. Bu tiir ajanlar arasinda nitrik oksit,
sitokinler, agir metaller, hormonlar, biiyiime faktorleri, tiyol-reaktif maddeler, oksidanlar,
asir1 oksijen ortamlari, iskemi/reperfiizyon hasar1 ve ultraviyole-A radyasyonu bulunur. Bu
indiikleme kosullarmin birgogu pro-oksidanlar tarafindan uyarilmasi ile iliskili oldugundan

HO-1, oksidatif hiicresel strese karsi indiiklenebilir bir savunma mekanizmasi olarak kabul



edilir (37). HO-1 enziminin en 6nemli transkripsiyonel diizenleyicisi niikleer faktor eritroid 2-
iligkili faktor 2 (NRF2)’dir. NRF2 normal sartlar altinda sitoplazmada Kelch-benzeri ECH-
iligkili protein 1 tarafindan tutulmaktadir (38). Kelch-benzeri ECH-iligkili protein 1, NRF2
geninin ubikitinasyonundan ve proteozomal yikimindan sorumludur. NRF2, hiicrede reaktif
oksijen tiirleri tarafindan uyarilarak Kelch-benzeri ECH-iliskili protein 1 proteininden ayrilir
ve ¢ekirdege transloke olur. NRF2 daha sonra kii¢iik Maf proteini ile heterodimer olusturur.
NRF2-kii¢ciik Maf dimeri hiicre savunma mekanizmasinda gorev alan bir¢ok genin promotor
bolgesinde bulunan antioksidan yanit elementine baglanarak aktive olur (39). NRF2
aktivasyonu bir¢ok antioksidan ve hiicre koruyucu enzimin ekspresyonunu indiikler.
Bunlardan biri olan HO-1; iltihaplanma, apoptozun diizenlenmesi ve hiicresel homeostazin
restorasyonunda yer alan bircok biyolojik koruyucu 6zellige sahip olan reaksiyon {iriinleri
(biliverdin, CO, demir) araciliiyla antioksidan aktivitesini ger¢eklestirmektedir (40). Yapilan
caligmalar, sitokinlerle indiiklenmis HO-1 enziminin katalizledigi son reaksiyon triinleri olan
CO ve biliverdinin apoptoz, karaciger yetmezligi, karacigerin iskemi ve reperfiizyon hasari
gibi birgok patolojiye karsi karaciger dokusu iizerinde koruyucu ve terapotik etkilerinin

varhigini gostermistir (41-43).

ISI SOK PROTEINI 70

Is1 sok proteinleri, molekiiler saperonlar olarak tanimlanan yiiksek oranda korunmus
bir protein ailesidir. Protein katlanmasi ve bozulmasinin diizenlenmesi yoluyla hiicresel
fonksiyonun korunmasinda da kritik bir rol oynarlar. Is1 sok proteinleri, 1s1 sok proteini 27, 1s1
sok proteini 40, 1s1 sok proteini 60, Hsp70, 1s1 sok proteini 90, 1s1 sok proteini 110 seklinde
molekiiler agirliklarina gore smiflandirilir (44). Ist sok proteinleri, bulunduklart tiim
dokularda asir1 zorlama ve diger bir¢ok stresin neden oldugu potansiyel hasara karsi dogal
endojen savunma sisteminin bir kismindan sorumludur. Oksidatif stres, iskemi ve
reperfiizyon, ozmotik stres, hipoksi, glikoz tiikenmesi ve bunun gibi fizyolojik degisiklikler
sonrasinda kisa bir siire i¢ginde spesifik dokularda eksprese edilirler (45). Is1 sok proteini
genlerindeki artig, 1s1 soku transkripsiyon faktorii 1 tarafindan transkripsiyonel seviyede
aktive edilmektedir (46). Calismalar 1s1 sok proteini ailelerinin hiicre i¢inde mitokondri,
sitoplazma, endoplazmik retikulum ve ¢ekirdek gibi ¢esitli bolgelerde bulundugunu
gostermektedir (47).

Is1 sok proteini 70 ailesi en ¢ok korunan ve en iyi incelenen 1s1 sok proteini

siiflarindan biridir. Endoplazmik retikulumda lokalize olan stresle indiiklenebilir HSP70,



yapisal olarak eksprese edilen HSP70, mitokondriyal 1s1 sok proteini 75 ve glukoz ile
diizenlenen protein 78, HSP70 ailesinin {iyelerindendir. Normal kosullar altinda, HSP70 yeni
sentezlenen polipeptitlerin katlanmasina, multiprotein komplekslerinin birlestirilmesine ve
proteinlerin hiicresel zarlar boyunca tasinmasina yardimeci olarak adenozin trifosfata bagimli
molekiiler saperonlar olarak islev goriir (48). Ateroskleroz, konjestif kalp yetmezligi, ates,
enfeksiyon, yaslanma, Alzheimer hastaligi, malign hastaliklar ve otoimmiin bozukluklar gibi
cesitli bozukluklarda 6zellikle HSP70 miktarinda artis gériilmiistiir (49). HSP70 stres altinda
proteinleri korumaktadir. Katlanmamis proteinlerin kiimelesmesini onleyerek polipeptitleri
birbirine baglar. Katlanmamis ve yanlis katlanmis proteinler arasindaki dengeyi saglar.
Normal kosullarda hiicrelerde ¢ok diisiik miktarlardayken stres altinda yiiksek miktarlarda
indiiklenmesi nedeniyle HSP70, siklikla arastirilan 1s1 sok proteinlerinden biridir (50). HSP70,
hiicreleri proteotoksik stresten korur, hiicresel yaslanmayi baskilar, sitotoksik ilaglar ve
radyasyon dahil hiicresel stres ajanlarina karst koruyucu etki gostererek apoptoza direng

kazandirir (51).

OJENOL

Ojenol (4-allil-2-metoksifenol), fenilpropanoid sinifindan ve karanfilin ana bileseninde
bulunan fenolik bir bilesiktir (Sekil 1) (52). Farmakolojik etkileri arasinda antibakteriyel,
antifungal, antiinflamatuvar, analjezik ve antioksidan etkileri yer almaktadir (53). Ojenoliin
radikal temizleyici ve iltihap Onleyici islevlerinin in-vitro ve in-vivo kronik hastaliklari
modiile ettigi gosterilmistir (54). Metabolik aktif HepG2 hiicreleri tizerinde diisiik
konsantrasyonlarda dahi antioksidan aktivite gosteren Gjenoliin DNA’ya karsi zararli,

gonotoksik bir etki gostermedigi belirtilmistir (55).

OH

~

3

CH
CH2 / \O/

Sekil 1. Ojenol molekiil yapisi (52)



HepG2 hiicre hatti ve yiiksek yagli diyet ile beslenen sican primer hepatositleri
tizerinde yapilan bagka bir ¢alismada, 6jenoliin lipogenez ve lipolizle iliskili proteinlerin gen
ifadelerinin diizenlenmesi yoluyla lipit birikimini inhibe ettigi ve NAFLD iizerinde olumlu
etkilerinin oldugu gosterilmistir (56). Bu baglamda 6jenoliin lipit peroksidasyonunu 6nleme
yoluyla antioksidan etkilerinin varligi ayrica belirtilmistir (57,58). Ojenoliin karaciger
iskemi/reperflizyon modelinde timor nekroz faktdr alfa ve niikleer faktdr kappa B
aktivasyonunu ve malondialdehit diizeyini azaltirken glutatyon diizeyini arttirdig1 ve 6jenoliin
hiicre i¢i redoks durumunu diizenleyerek karaciger hasarini azalttigi, karaciger yapi ve
fonksiyonunun korunmasinda olumlu etkilerinin oldugu gosterilmistir (59). Literatiirde

akrilamide bagl karaciger hasarinda 6jenoliin etkilerini aragtiran bir ¢alismaya rastlamadik.



GEREC VE YONTEMLER

Bu calisma Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanligi Bilimsel Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan 21.12.2020 tarihinde TUTF-BAEK 2020/456 protokol kodu ve 21/06
karar no ile onayland1 (Ek 1). Western blot yonteminde membranlarinin kemiliiminesans
goriintiilenmesi ve hiicrelerin saklanmasi amaciyla kullanilan sivi azot i¢in Trakya
Universitesi Teknoloji Arastirma ve Gelistirme Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden
hizmet satin alind1. Diger tiim deneysel ¢alismalar, Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi T1ibbi

Biyokimya Anabilim Dal1 Laboratuvarlari’nda yapildi.

DENEYLERDE KULLANILAN KiMYASAL MADDELER
Akrilamid (Sigma)

Ojenol (Sigma)

Eagle'in minimum esansiyel medyumu-fenol red igeren (Wisent)
Eagle'in minimum esansiyel medyumu-fenol red igermeyen (Wisent)
Fetal s1g1r serumu (Thermo)

Antibiyotik-antimikotik (Thermo)

% 0.25 Tripsin-etilendiamin tetraasetik asit soliisyonu (Thermo)
3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium bromiir (MTT) (Sigma)
Dimetil siilfoksit (Sigma)

Glisin (Sigma)

Sodyum kloriir (Sigma)

Tuzlu fosfat tamponu tablet (Thermo)



Sodyum dodesil siilfat (Sigma)

Sodyum hidroksit (Merck)
N-etilmaleimid (Sigma)

Iyodo asetamid (Sigma)

Etilendiamin tetraasetik asit (Sigma)
Sodyum florid (Merck)

Trizma baz (Sigma)

Bakir siilfat (Sigma)

Folin ayirac1 (Merck)

Sodyum karbonat (Merck)

Potasyum sodyum tartarat (Sigma)
Trifloroasetik asit (Merck)

2,4 dinitrofenilhidrazin (Sigma)

Si1gir serum albumini (Sigma)
N,N-Metilen bis-akrilamid (Merck)
N,N,N,N-tetrametiletilendiamin (Sigma)
2-merkaptoetanol (Sigma)

Amonyum perstilfat (Sigma)
Bromofenol blue (Sigma)

Tween 20 (Santa Cruz)

Metanol (Merck)

Yagsiz siit tozu (Sigma)

Pre-stained protein standardi (Thermo)
Poliviniliden diflorid membran (Merck)
a-Tibiilin primer antikoru (Santa Cruz)
HO-1 primer antikoru (Santa Cruz)
HSP70 primer antikoru (Abcam)
Anti-dinitrofenol primer antikoru (Abcam)
Sekonder antikorlar (Abcam)

Kemiliiminesans substrat (Thermo)

ANALIZLERDE KULLANILAN ALETLER VE DIGER MALZEMELER
S1v1 azot tanki (Air Liquide GT21)
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Santrifiij (Heraeus multifuge 3 S-R)

Mikrobiyolojik inkiibator (Thermo Scientific Heratherm IMC-18)
Biyogiivenlik kabini (Thermo Scientific Safe 2020)

Karbondioksitli inkiibatér (Thermo Scientific Forma Steri-cycle 371)
Faz kontrast invert mikroskop (Olympus CKX 53)

Hassas terazi (Sartorius)

Vorteks (VELP), (Isolab)

pH metre (Inolab)

Isitmali manyetik karistiric1 (Daihan Scientific WiseStir)

Mikroplaka okuyucu (Biotek pQuant)

Dikey elektroforez sistemi (Cleaver Scientific Omnipage Mini Vertical System)
Western blotting sistemi (Cleaver Scientific Semi Dry Blotter)

Gli¢ kaynag1 (Cleaver Scientific)

Calkalayic1 (Cleaver Scientific CW23)

-80 °C derin dondurucu (Heraeus HERAfreeze)

Kemiliiminesans goriintiileme sistemi (Bio-rad ChemiDoc MP Imaging System)
Su banyosu (GFL 1083)

Otomatik pipetler (Eppendorf)

96 kuyucuklu plaka (SPL)

75 cm? flask (Isolab)

90 mm petri kabi (Isolab)

Steril siringa filtre (GVS)

Hiicre kaziyici (Isolab)

Steril serolojik pipetler 5, 10 ve 25 ml (Isolab)

Steril ve non-steril otomatik pipet uglar1 (Jet Biofil), (Isolab), (Capp)
Steril ve non-steril santrifiij tiipti 15 ve 50 ml (Isolab)

Beher (Isolab)

Meziir (Isolab)

Balon joje (Isolab)

TEMEL HUCRE KULTURU UYGULAMALARI
Hiicreler %10 fetal sigir serumu ve %1 antibiyotik-antimikotik igeren Eagle'in

minimum esansiyel medyumu ile %5 CO2’li ortamda 37°C’de inkiibatorde yasatildu.
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Hiicrelere tiim uygulamalar yatay hava akish biyogiivenlik kabini igerisinde steril malzemeler
kullanilarak yapildi. Deneylerde 12-20 arasi hiicre pasajlar1 kullamildi. Hiicreler 75 cm?
flasklarda cogaltildi. Hiicrelerin haftada iki kez medyumu degistirildi ve %80-90 hiicre

yogunluguna ulasildiginda 1:4 veya 1:6 oraninda pasajlanda.

HUCRE CANLILIGI OLCUMU

Hiicre canliligi 6lgtimii i¢in MTT testi kullanildi (60,61). 96 kuyucuklu plakalarda her
bir kuyucuga 10000 adet hiicre ekildi. Ojenoliin HepG2 hiicrelerinde hiicre canliligina
etkisinin arastirtlmasi i¢in hiicreler 24 saat boyunca 10, 25, 50, 100, 250, 500 ve 1000 uM
konsantrasyonlarda &jenol ile inkiibe edildi. Ojenoliin akrilamid uygulanan HepG2
hiicrelerinde hiicre canliligina etkisinin arastirilmasi i¢in hiicreler 10 mM akrilamid ile ayn1
anda 10, 25, 50, 100, 250 ve 500 uM konsantrasyonlarda 6jenol ile 24 saat inkiibe edildi.
Ojenol dimetil siilfoksit ile ¢oziildii ve tiim deneylerde tiim gruplarm medyumunda %0.2
dimetil siilfoksit vardi. Akrilamid ise medyumda ¢oziildii. Deneysel prosediirler sonrasi
medyum alinarak yerine 10 ul MTT (5 mg/mL, tuzlu fosfat tamponunda ¢oziildii) ve 100 pl
fenol red igermeyen Eagle'n minimum esansiyel medyumu konuldu ve 4 saat inkiibe edildi. 4
saat sonunda, MTT i¢eren medium alinarak olusan formazan 200 pl dimetil siilfoksit ve 25 pl
Sorenson tamponu (0.1 M glisin ve 0.1 M sodyum kloriir; 0.1 M sodyum hidroksit ile
pH:10.5’e ayarlandi) ile ¢oziildii ve olusan renk mikroplaka okuyucuda spektrofotometrik
olarak 570/630 nm’de olglildii. Her bir deney i¢in Olgiilen absorbanslar kontrol grubunun

ortalamasina boliinerek sonuglar ayni plakadaki kontrol grubunun yiizdesi olarak verildi.

HEM OKSIJENAZ 1 ve ISI SOK PROTEINI 70 DUZEYI OLCUMU

Hem oksijenaz 1 ve HSP70 diizeyleri 6l¢iimii icin dikey elektroforez ve ardindan
western blot yontemleri kullamldi. Ojenoliin HepG2 hiicrelerinde HO-1 ve HSP70
diizeylerine etkisinin arastirilmasi i¢in hiicreler 10 ve 50 uM konsantrasyonlarda Gjenol ile 24
saat boyunca inkiibe edildi. Ojenoliin akrilamid uygulanan HepG2 hiicrelerinde HO-1 ve
HSP70 diizeylerine etkisinin arastirilmasi igin hiicreler 10 mM akrilamid ile ayn1 anda 10 ve
50 uM konsantrasyonlarda 6jenol ile 24 saat boyunca inkiibe edildi. Ojenol dimetil siilfoksit
ile ¢oziildii ve tim deneylerde tim gruplarin medyumunda %0.2 dimetil siilfoksit vardi.
Akrilamid ise medyumda ¢oziildii.

Deneysel prosediirler sonrasi hiicreler soguk tuzlu fosfat tamponu ile iki kez yikandu.

Hiicreler %1 sodyum dodesil siilfat, 1 mM etilendiamin tetraasetik asit, 10 mM N-
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etilmaleimid, 10 mM iyodo asetamid, 50 mM sodyum florid i¢ceren 10 mM tris tamponu
(pH:8.0) ile homojenize edildi. Protein diizeyleri Lowry yontemi ile standart olarak sigir
serum albumini kullanilarak 6l¢iildi (62). Tiim numuneler igin 10 ug protein %4-12 bis-tris
jel elektroforezinde yiiriitiildii (63). Elektroforez sonrasi proteinler yari-islak western blotting
sistemi kullanilarak jelden poliviniliden diflorid membrana aktarildi. %5 yagsiz siit tozu ile
bloklanan membranlar gece boyu +4 °C’de primer antikorlar (HO-1 i¢in 1:200, HSP70 i¢in
1:5000 ve a-tiibulin i¢in 1:1000 diliisyon) ile inkiibe edildi. Ardindan primer antikor ile
uyumlu sekonder antikorlar (tiimii ig¢in; 1:10000 diliisyon) ile inkiibe edilen membranlardaki
spesifik proteinler kemiliiminesans substrat ile goriintiilendi. Membranlarda stripping
Sennepin ve ark. gore yapildi (64). Elde edilen bantlara ait yogunluklar Image-J programi
kullanilarak hesaplandi (65) ve her bir proteine ait sonu¢ ayni numunenin a-tiibulin
sonucuna oranlandi. Her bir grup i¢in sonuglar ayn1 deneydeki ve membrandaki kontrol

grubuna oranlanarak kontrol grubunun kati olarak verildi.

PROTEIN KARBONIL OLCUMU

Protein karbonil 6l¢iimii i¢in de HO-1 ve HSP70 diizeyleri 6l¢iimii i¢in elde edilen
numuneler kullanildi. Protein karbonil dl¢iimii Levine ve ark. (66) metoduna gore yapildi. Her
bir numune i¢in 5 pg protein, homojenizasyon i¢in kullanilan tampon ile esit hacime
ayarlandi. Uzerine numune hacmi kadar %12 sodyum dodesil siilfat ve ardindan numune
hacminin iki kat1 kadar %10 trifloroasetik asit i¢inde ¢oziinen 20 mM 2.4 dinitrofenilhidrazin
eklendi. Karanlikta 20 dakika inkiibasyon sonrasi karigsima, numune hacminin 1.5 kati kadar
notralizasyon ¢ozeltisi (2M Tris/ 30% gliserol/ %19 2-merkaptoetanol) eklendi ve ardindan
yukarida HO-1 ve HSP70 oOl¢iimii boliimiinde anlatildigi sekilde dikey elektroforez ve
western blot yontemleri ile ve anti-dinitrofenol primer antikoru (1:5000 diliisyon) kullanilarak
gerceklestirildi. Membranlarda stripping Sennepin ve ark. (2009) goére yapildi (64). Elde
edilen bantlara ait yogunluklar Image-J programi kullanilarak hesaplandi (65) ve her bir
proteine ait sonu¢ aynt numunenin o-tiibulin sonucuna oranlandi. Her bir grup icin sonuglar
ayn1 deneydeki ve membrandaki kontrol grubuna oranlanarak kontrol grubunun kati olarak

verildi.
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ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Istatistiksel analizler SPSS 20 programi (Lisans no: 10240642) kullanilarak
gergeklestirildi. Deney parametrelerinin karsilastirilmasi i¢in Tek Yonlii Varyans Analizi ve
gruplar arasi karsilastirma i¢in Tukey testi kullanildi. Sonuglar ortalama+standart sapma

olarak ifade edildi ve p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Ojenoliin HepG2 hiicrelerinde, hiicre canliligina etkisi Sekil 2°de verilmistir. HepG2
hiicrelerine 24 saat siireyle uygulama sonrasi kontrole goére hiicre canliliklar1 10 uM 6jenol
uygulanan hiicrelerde %9746, 25 pM 6jenol uygulanan hiicrelerde %100+10, 50 uM Gjenol
uygulanan hiicrelerde %95+4, 100 uM G&jenol uygulanan hiicrelerde %90+7, 250 uM &jenol
uygulanan hiicrelerde %86+7, 500 uM 06jenol uygulanan hiicrelerde %78+2 ve 1000 uM
ojenol uygulanan hiicrelerde %64+7 bulundu. 500 uM §&jenol uygulanan hiicrelerde hiicre
canlilig1 kontrole, 10 uM 6jenol ve 25 uM 6jenol uygulanan hiicrelere gére anlamli olarak
diistiktii (tlimi i¢in p<0.05). 1000 uM 6jenol uygulanan hiicrelerde hiicre canliligi kontrole,
10 uM 6jenol, 25 uM Gjenol, 50 uM o6jenol, 100 uM djenol ve 250 uM Gjenol uygulanan

hiicrelere gore anlamli olarak diisiiktii (tiimii i¢in p<0.05).
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Sonuglar 3 bagims:z denevsel tekrar igin ontalama # standan sapma olarak ifade ediddi (n=3)
Istanistiksel anabz igm Tek Yonkl Varvans Anabin ve gruplar aras: karglagtuma igin Tukey testi kullanld:
*: Kontrolile karpilastinid:ginda p<0.05.
T:10 uM Gjenol ile karglagtinldiginda p<0.05.
3225 pM §jencl dle karplagtinldiginda p<0.05
§: 50 pM gjenol ile karglagunldsfinda p<0.05.
: 100 pM §jenol lle karplagtinldipinda p<0.05
€: 250 uM §jenol ile karplagtinldiginda p<0.05

Sekil 2. Ojenoliin HepG2 hiicrelerinde hiicre canlih@ina etkisi

Ojenoliin HepG2 hiicrelerine 10 mM akrilamid ile birlikte uygulandiginda hiicre
canliligina etkisi Sekil 3’te verilmistir. HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulama sonrasi
kontrole gore hiicre canliliklart 10 mM akrilamid uygulanan hiicrelerde %42+3; 10 mM
akrilamid ile birlikte 10 uM 6jenol uygulanan hiicrelerde %5845, 25 uM Gjenol uygulanan
hiicrelerde %5849, 50 uM §jenol uygulanan hiicrelerde %58+3, 100 pM Gjenol uygulanan
hiicrelerde %52+2, 250 pM 6jenol uygulanan hiicrelerde %46+5 ve 500 pM 6jenol uygulanan
hiicrelerde %35+4 bulundu. Akrilamid uygulanan tiim hiicrelerde hiicre canlilig1 kontrole gore
anlamli olarak diisiiktli (timii igin p<<0.05). 10 uM, 25 uM ve 50 uM Gjenol 10 mM akrilamid
uygulanan hiicrelerde hiicre canliligini anlamli olarak arttirdi (tiimi i¢in p<0.05). 10 mM
akrilamid ile birlikte 500 uM &jenol uygulanan hiicrelerde hiicre canliligi 10 mM akrilamid
ile birlikte 10 uM, 25 uM, 50 uM ve 100 uM 6jenol uygulanan hiicrelere gore anlamli olarak
diistiktii (tlimi i¢in p<0.05).
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Sonuglar3 bagimsiz deneysel tekrar igin ortalama + standart sapma olarak ifade edildi (n=3).

Istatistiksel analiz igin Tek Yénli Varyans Analizi ve gruplar aras: karsilastima igin Tukey testi kullanilds.
*: Kontrolile kargilastinldiginda p<0.05.

T:10mM AA ile karsilastinldiginda p<0.05.

I:10mM AA + 10 uM Gjenolile karsilastinldigimda p<0.03.

§:10mM AA + 25 uM éjenolile karsilagtinldiginda p<0.03.

[:10mMAA + 50 pM Gjenolile karsilastinldiginda p<0.05.

€10 mMAA + 100 pM Gjenolile karsilastirldiginda p<0.05.

AA: Akrilamid.
Sekil 3. Ojenoliin akrilamid uygulanan HepG2 hiicrelerinde hiicre canhligina

etkisi

Ojenoliin HepG2 hiicrelerinde, protein karbonil diizeylerine etkisi Sekil 4’de
verilmigtir. HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulama sonrasi protein karbonil diizeyleri;
10 uM 6jenol uygulanan hiicrelerde kontroliin 0.94+0.08 kati, 50 uM &jenol uygulanan
hiicrelerde kontroliin 1.05+0.12 kati olarak bulundu. 10 pM ve 50 uM 06jenol uygulamasi
HepG2 hiicrelerinde protein karbonil diizeylerini anlamli olarak degistirmedi (her ikisi i¢in

p>0.05).
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Sekil 4. Ojenoliin HepG2 hiicrelerinde protein karbonil diizeylerine etkisi

Ojenoliin HepG2 hiicrelerine 10 mM akrilamid ile birlikte uygulandiginda protein
karbonil diizeylerine etkisi Sekil 5’te verilmistir. HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulama
sonras1 kontrole gdre protein karbonil diizeyleri 10 mM akrilamid uygulanan hiicrelerde
kontroliin 1.5740.14 kati; 10 mM akrilamid ile birlikte 10 uM &jenol uygulanan hiicrelerde
kontroliin 1.22+0.25 kat1, 50 uM &jenol uygulanan hiicrelerde kontroliin 1.11+0.12 kat1 olarak
bulundu. 10 mM akrilamid uygulanan hiicrelerde protein karbonil diizeyleri kontrole gore
anlaml olarak yiiksekti (p<0.05). 50 uM Gjenol, 10 mM akrilamid uygulanan hiicrelerde

protein karbonil diizeylerini anlamli olarak azaltt1 (p<0.05).
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Sonuglar 3 bagims:z denevsel tekrar igm ontalama + tandart sapma olarakifade edidi (n=3)
Istanstiksel anahz igm Tek Yonli Varyans Analizi ve gruplar aras karplagtuma igin Tukey testi kullarnlds
*: Kontrol le karslagtinld:iinda p<0.05.
T:10mM AA ile karplagtnldiginda p<0.05.
AA: Akrilamid.
Sekil 5. Ojenoliin akrilamid uygulanan HepG2 hiicrelerinde protein karbonil

diizeylerine etkisi

Ojenoliin HepG2 hiicrelerinde, HO-1 diizeylerine etkisi Sekil 6’da verilmistir. HepG2
hiicrelerine 24 saat siireyle uygulama sonrast HO-1 diizeyleri; 10 uM 6jenol uygulanan
hiicrelerde kontroliin 1.33+£0.15 kati, 50 uM akrilamid uygulanan hiicrelerde kontroliin
1.75+0.11 kat1 olarak bulundu. 10 uM ve 50 uM &jenol uygulamasi HepG2 hiicrelerinde HO-
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1 diizeylerini anlamli olarak arttirdi (her ikisi i¢in p<0.05). 50 uM &jenol uygulanan HepG2

hiicrelerinde HO-1 diizeyleri, 10 uM &jenol uygulanan hiicrelere gére anlamli olarak yiiksekti
(p<0.05).
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Sonuglar 3 bagimsiz deneyseltekrar igin ontalama  standan sapma olarakifade ediddi (n=3)
Istatistiksel anabz igin Tek Yéonlu Varyans Anabizi ve gruplar aras: kargslagtuma igin Tukey testi kullamld:
*: Kontrolile karsilastmldiginda p<0.05.
T:10 uM Gjencl ile karglagtinldiginda p<0.05.
HO-1: Hem oksijenaz 1

Sekil 6. Ojenoliin HepG2 hiicrelerinde hem oksijenaz 1 diizeylerine etkisi

Ojenoliin HepG2 hiicrelerine 10 mM akrilamid ile birlikte uygulandiginda HO-1
diizeylerine etkisi Sekil 7°de verilmistir. HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulama sonrasi
kontrole gore HO-1 diizeyleri 10 mM akrilamid uygulanan hiicrelerde kontroliin 2.68+0.23
kati; 10 mM akrilamid ile birlikte 10 uM 6jenol uygulanan hiicrelerde kontroliin 3.30+0.27
kati, 50 uM Gjenol uygulanan hiicrelerde kontroliin 3.53+0.36 kat1 olarak bulundu. 10 mM
akrilamid uygulanan tiim hiicrelerde HO-1 diizeyleri kontrole gore anlamli olarak yiiksekti
(timii i¢in p<0.05). 50 uM 6jenol, 10 mM akrilamid uygulanan hiicrelerde HO-1 diizeylerini
anlaml olarak arttird1 (p<0.05).
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Sonuglar 3 bagimniz deneysel tekrar igin ontalama £ standan sapma olarak ifade edildh (n=3)

Istatistiksel anahz igm Tek Yonia Varvans Analn ve gruplar aras: karplagtuma igin Tukey testi kullanld:

*: Kontrolile Eargslastmldiginda p<0.05.

t:10mM AA ile karplagtinidsginda p<0.05.

AA: Akrilamid; HO-1: Hem oksijenaz 1.

Sekil 7. Ojenoliin akrilamid uygulanan HepG2 hiicrelerinde hem oksijenaz 1

diizeylerine etkisi

Ojenoliin HepG2 hiicrelerinde, HSP70 diizeylerine etkisi Sekil 8’de verilmistir.
HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulama sonrast HSP70 diizeyleri; 10 uM &jenol
uygulanan hiicrelerde kontroliin 1.10+0.09 kati, 50 pM akrilamid uygulanan hiicrelerde
kontroliin 1.08+0.11 kat1 olarak bulundu. 10 uM ve 50 uM o§jenol uygulamast HepG2
hiicrelerinde HSP70 diizeylerini anlamli olarak degistirmedi (her ikisi i¢in p>0.05).
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HSP70: Is1 sok proteini 70.
Sekil 8. Ojenoliin HepG2 hiicrelerinde 1s1 ok proteini 70 diizeylerine etkisi

Ojenoliin HepG2 hiicrelerine 10 mM akrilamid ile birlikte uygulandiginda HSP70
diizeylerine etkisi Sekil 10’da verilmistir. HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulama
sonras1 kontrole gére HSP70 diizeyleri 10 mM akrilamid uygulanan hiicrelerde kontroliin
2.67+0.07 kati; 10 mM akrilamid ile birlikte 10 pM 6jenol uygulanan hiicrelerde kontroliin
2.35+0.36 kat1, 50 uM &jenol uygulanan hiicrelerde kontroliin 2.07+0.16 kat1 olarak bulundu.
10 mM akrilamid uygulanan tiim hiicrelerde HSP70 diizeyleri kontrole gore anlamli olarak
yiiksekti (tiimii i¢in p<0.05). 50 uM §jenol, 10 mM akrilamid uygulanan hiicrelerde HSP70

diizeylerini anlamli olarak azaltt1 (p<0.05).
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AA: Akrilamid; HSP70: Is1 sok proteini 70.
Sekil 9. Ojenoliin Akrilamid Uygulanan HepG2 hiicrelerinde 1s1 sok proteini 70

diizeylerine etkisi

Calismamizdaki hiicre canliligi, protein karbonil, HO-1 ve HSP70 diizeyleri

Ol¢iimlerine ait sonuglar Tablo 1'de goriilmektedir.
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Tablo 1. Caliymaya ait tiim sonuclar

Ojenoliin hiicre canhligina etkisi
Kontrol 10 uM Gjenol | 25 uM jenol | 50 uM Gjenol | 100 uM 6jenol | 250 uM jenol | 500 uM Gjenol | 1000 pM Gjenol
1. tekrar 100 95 100 97 94 87 79 56
2. tekrar 100 104 110 97 94 92 78 70
HUCRE 3. tekrar 100 92 90 91 82 79 76 66
C‘(;)Ng:)ﬁ#gl)él Ojenoliin akrilamid ile birlikte uygulandiginda hiicre canhhgna etkisi
Kontrol 10 mM AA 10 MM AA+ 10 mM AA+ 10 mM AA+ 10 mM AA+ 10 mM AA+ 10 mM AA+
10 uM 6jenol | 25 uM 6jenol | 50 uM jenol | 100 uM 6jenol | 250 uM 6jenol | 500 uM 6jenol
1. tekrar 100 40 54 50 55 49 41 32
2. tekrar 100 40 63 67 62 53 47 36
3. tekrar 100 45 57 58 57 53 51 39
Ojenoliin protein karbonil diizeyine etkisi (")jenoliin akrilamid ile birlikte uygulandiginda protein karbonil diizeyine etkisi
. Kontrol 10 uM Gjenol | 50 puM oGjenol Kontrol 10 mM AA 10 mM AA+ 10 mM AA+
PROTEIN 10 uM 6jenol 50 uM 6jenol
%ﬁggﬂ{; 1. tekrar 1,00 0,89 0,91 1. tekrar 1,00 1,59 1,48 1,14
2. tekrar 1,00 0,89 1,08 2. tekrar 1,00 1,42 1,18 1,20
3. tekrar 1,00 1,03 1,16 3. tekrar 1,00 1,71 1,00 0,98
Ojenoliin HO-1 diizeyine etkisi Ojenoliin akrilamid ile birlikte uygulandifinda HO-1 diizeyine etkisi
Kontrol 10 uM Gjenol | 50 puM Gjenol Kontrol 10 mM AA 10 mM AA+ 10 mM AA+
HO-1 10 pM gjenol 50 uM gjenol
(Kontroliin kat1) | 1. tekrar 1,00 1,30 1,82 1. tekrar 1,00 2,93 3,54 3,23
2. tekrar 1,00 1,49 1,80 2. tekrar 1,00 2,62 3,36 3,43
3. tekrar 1,00 1,20 1,63 3. tekrar 1,00 2,49 3,02 3,94
Ojenoliin HSP70 diizeyine etkisi Ojenoliin akrilamid ile birlikte uygulandiginda HSP70 diizeyine etkisi
Kontrol 10 uM Gjenol | 50 uM 6jenol Kontrol 10 mM AA 10 MM AA+ 10 mM AA+
HSP70 10 uM 6jenol 50 uM 6jenol
(Kontroliin katr) | 1. tekrar 1,00 1,07 1,03 1. tekrar 1,00 2,60 2,58 1,98
2. tekrar 1,00 1,20 1,01 2. tekrar 1,00 2,70 1,93 2,25
3. tekrar 1,00 1,03 1,21 3. tekrar 1,00 2,72 2,53 1,99

AA: Akrilamid; HO-1: Hem oksijenaz-1; HSP70: Is1 sok protein 70.
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TARTISMA

Akrilamid c¢esitli endiistrilerde ve laboratuvarlarda kullanilan ve gida maddelerinin
yiiksek sicakliga maruz kalmasi ile de olusabilen kanserojen, sitotoksik ve genotoksik
bilesiktir (1). Gida ile viicuda alinan akrilamid, glutatyon ile konjuge edilerek CYP enzimi ile
karacigerde metabolize edilmektedir. Buna bagli olarak akrilamid metabolizmasi hiicresel
glutatyon depolarinin tiikenmesine ve dolayisiyla hiicrenin redoks durumunun degismesine
yol agabilmektedir (3).

Artan oksidatif stres, doymamis yaglar, karbonhidratlar, niikleik asitler ve proteinler
olmak iizere hiicrelerin ¢esitli makromolekiillerini oksitleyebilir, modifiye edebilir, islevini
degistirebilir (31,67). Protein karbonilasyonu geri doniisii olmayan bir oksidatif hasardir ve
genellikle protein fonksiyon kaybina yol acar bu da siddetli oksidatif hasarin ve hastaliktan
kaynaklanan protein disfonksiyonunun gostergesidir (42,68). HO-1 oksidatif stresi azaltmada
anahtar rol oynayan antioksidan, mikrozomal bir enzimdir ve hiicreyi oksidatif hasara kars1
korur (45). HSP70 protein hemostazinda gorevli molekiiler saperonlardan biridir ve hiicresel
stresler HSP70 diizeyini arttirir (69).

Ojenol karanfil yaginda bulunan antioksidan, anti-inflamatuvar, analjezik, antifungal,
antibakteriyel aktiviteler gosteren fenolik tiirev bilesiktir (70). Ojenoliin hepatik steatoz,
diyabet ve kardiovaskiiler hastaliklar gibi bircok metabolik bozuklukta olumlu etkilerini
gosteren ¢alismalar mevcuttur (71) ancak akrilamide bagl karaciger hasarinda 6jenoliin etkisi
bilinmemektedir. Bu caligmada akrilamid uygulanan HepG2 hiicrelerinde 6jenoliin hiicre

canliligina, oksidatif strese ve 1s1 sok protein yanitina etkisinin arastirilmasi amaglanmustir.
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Calismamizda HepG2 hiicreleri 24 saat siireyle farkli ¢jenol konsantrasyonlari ile
inkiibe edildiginde, Gjenoliin 500 pM konsantrasyona kadar hiicre canliligl {izerinde bir
degisiklik olusturmadigini, 500 ve 1000 uM konsantrasyonda ise hiicre canliligini anlamh
olarak azalttigin1 bulduk. Bulgularimiz literatiir ile uyumlu olup, Slamenova ve ark. (55)
HepG2 hiicrelerinde djenoliin 500 pM konsantrasyona kadar hiicre canliliginda anlamli bir
degisiklik gostermedigini, 1000 uM konsantrasyondan itibaren hiicre canlilifinda azalmaya
neden oldugunu; Wiirziler ve ark. (72) ise 1000 uM konsantrasyonda 6jenoliin HepG2
hiicrelerinin hiicre canliliginda azalma olusturdugunu bildirmektedirler.

Literatiirde 10 mM akrilamidin HepG2 hiicrelerinde sitotoksiteye yol actig1
bildirilmektedir (13). Calismamizda da literatiirle uyumlu olarak 10 mM akrilamid uygulanan
hiicrelerde hiicre canliligi kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldi. Bununla birlikte
6jenoliin akrilamid ile olusturulan sitotoksite iizerine etkisi bilinmemekte olup calismamizda
HepG2 hiicrelerine 10 mM akrilamidle birlikte uygulanan 10, 25 ve 50 uM 0jenol, hiicre
canliligin1 anlamli olarak arttirdi. Bu bulgumuz, 6jenoliin, 6zellikle 10-50 uM konsantrasyon
araliginda, HepG2 hiicrelerinde sitotoksiteyi 6nlemede etkili oldugunu goéstermektedir. Bu
bulgularimizdan yola c¢ikarak, calismamizda 6jenoliin akrilamid ile olusturulan sitotoksite
tizerine etkili olan 10 uM ve 50 uM’1 segerek, bu konsantrasyonlarin hem tek baslarina hem
de 10 mM akrilamid ile birlikte uygulandiklarinda HepG2 hiicrelerinde oksidatif strese ve 1s1
sok protein yanitina etkisini inceledik.

Calismamizda 10 mM akrilamid protein karbonil, HO-1 ve HSP70 diizeylerini anlaml
olarak arttirdi. Akrilamidin 10 mM konsantrasyonda HepG2 hiicrelerinde oksidatif stresi ve
HSP70 diizeylerini arttirdigi bildirilmistir (13,28). Akrilamidin HO-1 diizeyine etkisi
bilinmemekle birlikte, Ekuban ve ark. (73), akrilamid uygulanan farelerde HO-1 mRNA
ekspresyonunun arttigin1 ve bunun NRF2 iizerinden oldugunu bildirmislerdir. Bulgularimiz
literatiirii destekler nitelikte olup, akrilamide bagli olarak HepG2 hiicrelerinde oksidatif
stresin ve oksidatif stres ile indiiklenebilen HO-1 ve HSP70 diizeylerinin arttigini
gostermektedir.

Ojenol, HepG2 hiicrelerine tek basma uygulandiginda protein karbonil ve HSP70
diizeylerini anlamli olarak degistirmezken, hem 10 pM hem de 50 uM konsantrasyonda HO-1
diizeylerini anlamli olarak arttirdi. Akrilamid ile birlikte uygulanan 10 pM 6jenol bu
parametrelerde anlamli bir degismeye yol agmazken, 50 uM &jenol ise protein karbonil ve
HSP70 diizeylerini anlamli olarak azaltip HO-1 diizeylerini ise anlamli olarak arttirdi.

Ojenoliin antioksidan etkileri bilinmektedir (53). Aym1 zamanda literatiirde, &jenoliin tek
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basina uygulandiginda protein karbonil diizeylerini degistirmedigini ancak tiyoasetamid ve
kadmiyum gibi toksik molekiillerle karacigerde artan protein karbonil diizeylerini azalttig
bildirilmistir (74,75). Bu ¢alismalar, ¢alismamizdaki HO-1 bulgularimizi desteklemektedir.

Hem oksijenaz-1, HSP32 olarak da bilinmektedir. HSP70 ile benzer sekilde 1s1 soku,
serbest radikaller, agir metal tuzlar1 gibi bir¢ok hiicresel stres ajaniyla indiiklenmektedir. Ek
olarak HO-1 indiikleyicileri arasinda fitokimyasallar; fitokimyasallar arasinda ise fenolik
bilesikler de yer almaktadir (76). Ojenol de fenolik bir bilesiktir ancak &jenoliin HO-1 diizeyi
tizerindeki etkilerini gosteren bir ¢calismaya rastlamadik. Calismamizda 6jenol hem tek basina
hem de akrilamidle birlikte uygulandiginda HO-1 diizeyini arttirmistir. HO-1 indiiksiyonunun
hiicrede oksidatif strese kars1 bir savunma veya adaptasyon cevabi oldugunu bildirilmektedir
(77). HO-1in oksidatif strese kars1 hiicreyi korudugu géz 6niinde bulunduruldugunda HepG2
hiicrelerinde 6jenol HO-1 diizeyini arttirarak antioksidan ve hepatoprotektif etki gdsterebilir.
Bunun yaninda HO-1 enziminin gereginden fazla indiikklenmesi, substrati olan hem
molekiiliiniin yiiksek miktarda yikimiyla serbest demir diizeyi artisina neden olabilir. Serbest
demirin son derece reaktif bir element olmasi nedeniyle oksidatif reaksiyonlari
tetikleyebilecegi gbz onilinde bulundurulmalidir (78). Literatiirde 6jenoliin karacigerde HSP70
diizeylerine etkisini aragtiran bir ¢alisma bulunmamakla birlikte bizim bulgularimiz ile
uyumlu olarak Prasad ve ark. (79) SHSY5Y noéroblastoma hiicre hattinda &jenoliin
hiperglisemi ile azalan glutatyon diizeyini arttirdigini ve artan HSP70 ekspresyonunu
azalttigim1 bildirmislerdir. Caligmamizda Ojenoliin hiicrelerdeki akrilamide bagli oksidatif
stres artigini azaltmasi, HSP70’in indiiklenmesini azaltmis olabilir.

Sonu¢ olarak ¢aligmamiz, akrilamid uygulanan HepG2 hiicrelerinde 6jenoliin,
ozellikle 50 uM konsantrasyonda, hiicre canliligini arttirirken, oksidatif stresi ve 1s1 sok
protein yanitini azalttigini gosterdi. Bu ¢alisma ile 6jenoliin akrilamid toksisitesi lizerine etkisi
ilk kez arastirnlmis olup bulgularimiz, §jenoliin akrilamid ile olusan hepatotoksisitede
sitotoksisiteyi, oksidatif stresi ve 1s1 sok protein yanitin1 azaltmasi sebebiyle faydali
olabilecegini gostermektedir. Bununla birlikte 6jenoliin sitotoksisiteyi, oksidatif stresi ve 1s1
sok protein yamitin1 hangi mekanizmalarla iyilestirdigi gelecekteki c¢aligmalar ile

aydinlatilmalidir.
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SONUCLAR

Bu calismanin amaci akrilamid uygulanan insan kaynakli hepatoma hiicrelerinde
6jenoliin hiicre canliligina, oksidatif strese ve 1s1 sok protein yanitina etkisini arastirmaktir.
Hiicre canlilig1 dlgtimleri MTT testi ile; protein karbonil, HO-1 ve HSP70 protein diizeyleri

western blotting yontemi ile 6l¢iildii. Calismamiza ait sonuglar sunlardir:

1. HepG?2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulanan 10, 25, 50, 100 ve 250 uM 6jenol hiicre
canliligini kontrole gére anlamli olarak degistirmedi.

2. HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulanan 500 pM &jenol hiicre canliligim
kontrole, 10 uM ve 25 uM §6jenol uygulanan hiicrelere gére anlamli olarak azaltti.

3. HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulanan 1000 uM 6jenol hiicre canliligini
kontrole, 10 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM ve 250 uM 6jenol uygulanan hiicrelere gore
anlamli olarak azaltt1.

4. HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulanan 10 mM akrilamid hiicre canliligimni
kontrole gére anlamli olarak azaltti.

5. HepG?2 hiicrelerine 24 saat siireyle 10 mM akrilamidle birlikte 10 uM, 25 uM, 50 uM,
100 uM, 250 pM ve 500 uM 0jenol uygulamasi hiicre canliligini kontrole gore
anlamli olarak azaltt1.

6. HepG?2 hiicrelerine 24 saat siireyle, 10 mM akrilamidle birlikte uygulanan 10 uM, 25
uM ve 50 uM 6jenol; 10 mM akrilamid uygulanan hiicrelere gore hiicre canliligini

anlamli olarak arttird.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle, 10 mM akrilamidle birlikte uygulanan 100 uM,
250 uM ojenol ve 500 uM ojenol; 10 mM akrilamid uygulanan hiicrelere gore hiicre
canliligini anlamh olarak degistirmedi.

HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle, 10 mM akrilamidle birlikte uygulanan 500 uM
6jenol; 10 mM akrilamid ile birlikte 10 uM, 25 uM, 50 puM ve 100 uM §jenol
uygulanan hiicrelere gore hiicre canliligini anlamli olarak azaltt1.

HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulanan 10 uM ve 50 puM 6jenol, protein
karbonil diizeylerini kontrole gore anlamli olarak degistirmedi.

HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulanan 10 mM akrilamid protein karbonil
diizeyini kontrole gore anlamli olarak arttirdi.

HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle, 10 mM akrilamidle birlikte uygulanan 10 uM ve
50 uM 6jenol, protein karbonil diizeylerini kontrole gére anlamli olarak degistirmedi.
HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle, 10 mM akrilamidle birlikte uygulanan 10 pM
6jenol, protein karbonil diizeyini 10 mM akrilamid uygulanan hiicrelere gére anlamli
olarak degistirmedi.

HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle, 10 mM akrilamidle birlikte uygulanan 50 uM
6jenol, protein karbonil diizeyini 10 mM akrilamid uygulanan hiicrelere gore anlamli
olarak azaltt1.

HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulanan 10 uM ve 50 uM §&jenol, HO-1
diizeylerini kontrole gore anlamli olarak arttird1.

HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulanan 50 uM Gjenol, HO-1 diizeylerini 10 uM
0jenol uygulanan hiicrelere gore anlamli olarak arttirdi.

HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulanan 10 mM akrilamid HO-1 diizeyini
kontrole gére anlamli olarak arttirdu.

HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle, 10 mM akrilamidle birlikte uygulanan 10 uM ve
50 uM gjenol, HO-1 diizeylerini kontrole gore anlamli olarak arttirdi.

HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle, 10 mM akrilamidle birlikte uygulanan 10 pM
6jenol, HO-1 diizeyini 10 mM akrilamid uygulanan hiicrelere gore anlamli olarak
degistirmedi.

HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle, 10 mM akrilamidle birlikte uygulanan 50 pM
6jenol, HO-1 diizeyini 10 mM akrilamid uygulanan hiicrelere gore anlamli olarak

arttirdi.
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20. HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulanan 10 uM ve 50 uM 6jenol, HSP70
diizeylerini kontrole gore anlamli olarak degistirmedi.

21. HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulanan 10 mM akrilamid HSP70 diizeyini
kontrole gore anlamli olarak arttirdi.

22. HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle, 10 mM akrilamidle birlikte uygulanan 10 uM ve
50 uM gjenol, HSP70 diizeylerini kontrole gére anlamli olarak arttirdu.

23. HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle, 10 mM akrilamidle birlikte uygulanan 10 pM
6jenol, HSP70 diizeyini 10 mM akrilamid uygulanan hiicrelere gore anlamli olarak
degistirmedi.

24. HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle, 10 mM akrilamidle birlikte uygulanan 50 pM
6jenol, HSP70 diizeyini 10 mM akrilamid uygulanan hiicrelere goére anlamli olarak
azaltti.

Sonu¢ olarak calismamiz, akrilamid uygulanan HepG2 hiicrelerinde &jenoliin,
ozellikle 50 pM konsantrasyonda, hiicre canliligini arttirirken, oksidatif stresi ve 1s1 sok

protein yanitini azalttigini gosterdi.
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OZET

Bu c¢aligmanin amaci, akrilamid uygulanan HepG2 hiicrelerinde &jenoliin hiicre
canlili§ina, oksidatif strese ve 1s1 sok protein yanitina etkisini aragtirmaktir.

HepG?2 hiicrelerine 24 saat siireyle tek basina ve 10 mM akrilamid ile birlikte 6jenol
uygulandi. Hiicre canlilig1 3-(4,5- dimetil-2-tiyazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolyum bromiir testi
ile olgiildii. Protein karbonil, hem oksijenaz 1 ve 1s1 sok proteini 70 diizeyleri western blot
yontemiyle 6l¢iildii.

Ojenol, HepG2 hiicrelerinde 500 pM ve 1000 pM konsantrasyonlarda hiicre canliligini
anlamli olarak azalttirken daha diisiik konsantrasyonlarda hiicre canliligini anlamli olarak
degistirmedi. 10 puM, 25 pM ve 50 uM 6jenol HepG2 hiicrelerinde 10 mM akrilamide bagl
sitotoksiteyi anlamli olarak azaltti. Bundan sonraki deneylerde akrilamide bagl sitotoksisite
tizerine etkili oldugu gosterilen 10 uM ve 50 uM 6jenol konsantrasyonlari kullanildi. 10 uM
ve 50 uM 0jenol, HepG2 hiicrelerinde protein karbonil ve 1s1 sok proteini 70 diizeylerini
anlaml olarak degistirmezken hem oksijenaz 1 diizeylerini anlamli olarak arttirdi. 10 mM
akrilamid protein karbonil, hem oksijenaz 1 ve 1s1 sok proteini 70 diizeylerini anlamli olarak
arttirdi. 50 uM Gjenol, 10 mM akrilamid uygulanan hiicrelerde, protein karbonil ve 1s1 sok
proteini 70 diizeylerinde anlamli bir azalmaya ve hem oksijenaz 1 diizeylerinde ise anlaml1 bir
artisa yol acti. 10 pM Gjenoliin ise 10 mM akrilamid uygulanan hiicrelerde protein karbonil,
hem oksijenaz 1 ve 1s1 sok proteini 70 diizeyleri {izerine anlamli bir etkisi yoktu.

Sonu¢ olarak ¢aligmamiz, akrilamid uygulanan HepG2 hiicrelerinde 6jenoliin,
Ozellikle 50 uM konsantrasyonda, hiicre canliligini arttirirken, oksidatif stresi ve 1s1 sok
protein yanitint azalttigin1 gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Akrilamid, 6jenol, HepG2, protein karbonil, oksidatif stres, 1s1

sok proteini 7
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EFFECT OF EUGENOL ON CELL VIABILITY, OXIDATIVE STRESS
AND HEAT SHOCK PROTEIN RESPONSE IN ACRYLAMIDE-
TREATED HEPG2 CELLS

SUMMARY

The aim of this study is to investigate the effect of eugenol on cell viability, oxidative
stress and heat shock protein response in acrylamide-treated HepG2 cells.

HepG2 cells were treated with eugenol alone and in combination with 10 mM
acrylamide for 24 hours. Cell viability was measured by the 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-
diphenyl-2H-tetrazolium bromide test. Protein carbonyl, heme oxygenase 1 and heat shock
protein 70 levels were measured by western blot method.

Eugenol significantly reduced cell viability in HepG2 cells at 500 uM and 1000 pM
concentrations, but did not significantly alter cell viability at lower concentrations. 10 uM, 25
uM and 50 uM eugenol significantly reduced 10 mM acrylamide-induced cytotoxicity in
HepG2 cells. In subsequent experiments, eugenol concentrations of 10 uM and 50 uM were
used, which were shown to be effective on acrylamide-induced cytotoxicity. 10 uM and 50
uM eugenol did not significantly change protein carbonyl and heat shock protein 70 levels,
but both increased oxygenase 1 levels significantly in HepG2 cells. 10 mM acrylamide
significantly increased protein carbonyl, heme oxygenase 1 and heat shock protein 70 levels.
50 uM eugenol caused a significant decrease in protein carbonyl and heat shock protein 70

levels and a significant increase in heme oxygenase 1 levels in 10 mM acrylamide-treated
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cells. On the other hand, 10 uM eugenol had no significant effect on protein carbonyl, heme
oxygenase 1 and heat shock protein 70 levels in 10 mM acrylamide-treated cells.

In conclusion, our study showed that eugenol, especially at 50 uM concentration,
increased cell viability while reducing oxidative stress and heat shock protein response in
acrylamide-treated HepG2 cells.

Keywords: Acrylamide, eugenol, HepG2, protein carbonyl, oxidative stress, heat shock
protein 70.
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